






























also  resulting  in  p16  overexpression.  In  addition,  RB1  gene  alterations  generally  present  were 
identified. Since it is a recently described and rare entity, the whole molecular signaling pathway is 
still largely obscured and the analysis of larger cohorts is needed to elucidate this issue. 







first described  in 1997  [2], and more  recently, a  specific genetic deletion  involving  the RB1 gene at 
chromosome  region  13q14 was  documented  [3,4],  indicating  a  close  relationship with  spindle  cell 
lipoma, mammary‐type myofibroblastoma, and  to a certain degree, atypical spindle cell  lipomatous 
tumor  [5].  Atypical  cellular  angiofibroma  (ACA)  and  cellular  angiofibroma  with  sarcomatous 
transformation (CAS) are rare entities of CA showing atypical morphology features. The former usually 
has nuclear atypia and the  latter presents prominent sarcomatous overgrowth with features of well‐
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differentiated  liposarcoma  (WDLPS) without MDM2  gene  amplification,  pleomorphic  liposarcoma 
(PLPS) or undifferentiated pleomorphic  sarcoma  (UPS)  [6].  Interestingly, both ACA and CAS  show 
relatively good prognosis and no tumor associated mortality has yet been documented [6]. However, 
the biological significance of ACA/CAS remains uncertain; to the best of our knowledge, apart from the 
deletion of RB1 gene, no detailed molecular data are published  in  the  literature. This  triggered our 
interest  to  learn whether  there may  be differences  regarding  the  genetic  profiles  between CA  and 
ACA/CAS. Furthermore,  it  is known  that ACA/CAS also show strong and diffuse p16 expression  in 
atypical  cells  and  the  sarcomatous  component,  suggesting  an  underlying  molecular  mechanism 











were provided by  the  referring pathologists. Additional  staining  for p16INK4a  (dilution: 1:2, MTM 





Altlussheim, Germany)  according  to  the manufacturer’s  protocol. Deparaffinized  sections  (Q  Path 
Safesolv, VWR, Debrecen, Hungary) were pretreated with Pretreatment Buffer followed by proteolytic 





counterstained  with  4’‐6’  diamidino‐2‐phenylindole  (DAPI,  MetaSystems,  Altlussheim,  Germany). 
Scoring  was  performed  using  Zeiss  Axio  Imager  Z2  (Carl  Zeiss,  Cambridge,  UK)  fluorescence 
microscope;  the  images were  captured  and  analyzed  by  ISIS  software  (MetaSystems, Altlussheim, 
Germany). 
Genomic DNA was  extracted  from  formaldehyde  fixed  and paraffin  embedded  (FFPE)  tissues 
using the QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s 
protocol.  DNA  concentration  was  measured  in  Qubit  dsDNA  HS  Assay  Kit  using  a  Qubit  4.0 
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(Version 6.2.; Archer DX, Boulder, CO, USA) for the presence of single‐nucleotide variants (SNVs) and 














in Table 1. The male and  female  ratio was 1:2 and all cases were  located within  the pelvic‐perineal 













four  different  variants  were  detected  including  one  pathogenic  TP53  mutation  (c.626_627del; 
p.Arg209LysfsTer6) and a benign PTEN variant. In case 3 and 5, two benign/uncertain TP53 variants 
were  detected  at  low VAF.  In  case  4,  one  pathogenic mutation was  described  (HNF1A,  c.872dup; 
p.Gly292ArgfsTer25) at low VAF. In case 5, one pathogenic (ALK, c.3385G>A; p.Glu1129Lys) and one 






































2  no  0  circumscribed    1+  3+  3+  negative  positive  16 
months 




8  no  0  mixed  1+  3+  3+  positive  positive  12 
months 




0  no  0  circumscribed    3+  3+  2+  negative  positive  10 
months 




4  no  0  circumscribed    3+  3+  2+  negative  positive  12 
months 
5  F  25  vulva  4.3  deep  ACA  0  no  0  circumscribed    3+  1+  2+  negative  positive  8 
months 




6  no  0  circumscribed    3+  3+  2+  positive  positive  6 
months 
CA1  M  63  inguinal  7.5  deep    2  no  0  circumscribed    1+  2+  negative  negative  positive  12 
months 
CA2  F  52  vulva  2.2  superficial    0  no  0  circumscribed    1+  2+  negative  negative  positive  24 
months 
Bold  letters represent  the p53 positive cases. CA: cellular angiofibroma, ACA: atypical angiofibroma, CAS: angiofibroma with sarcomatous  transformation, PLPS: 
pleomorphic liposarcoma, UPS: undifferentiated pleomorphic sarcoma, ER/PR: xxx, FISH: fluorescence in situ hybridization; 1+, 2+, and 3+ indicate mild, moderate, 
and strong positivity by immunohistochemical stain.
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Table 2. Next generation sequencing result of six ACA/CAS cases. 




1  SMO  c.743C>T; p.Thr248Ile    NM_005631.4  2.5  Uncertain  ‐ 
RHOA  c.178A>G; p.Thr60Ala  NM_001313941.1  2.3  Uncertain  ‐ 
2 
PTEN  c.511C>G; p.Leu171Val  NM_001304717.5  53  Heterozygous, benign  0.4 
TP53  c.626_627del; p.Arg209LysfsTer6  NM_000546.5  39.2  Pathogenic  ‐ 
H3F3A  c.89C>T; p.Ala30Val  NM_002107.4  3.4  Uncertain  ‐ 
PIK3CA  c.916T>C; p.Ser306Pro  NM_006218.2  3  Uncertain  ‐ 
3 
CDH1  c.1174C>T; p.His392Tyr  NM_001317184.1  3.1  Uncertain  ‐ 
TP53  c.3G>A; p.Met1  NM_001126118.1  2.8  Uncertain  ‐ 
APC  c.6710G>A; p.Arg2237Gln  NM_000038.5  2.4  Uncertain  ‐ 
KIT  c.148G>A; p.Val50Met  NM_000222.2  2  Benign  0.001 
4 
FBXW7  c.732T>G; p.Asp244Glu  NM_001013415.1  4.4  Uncertain  ‐ 
PIK3CA  c.44T>G; p.Leu15Trp  NM_006218.2  3.4  Uncertain  ‐ 
HNF1A  c.872dup; p.Gly292ArgfsTer25  NM_000545.7  2.1  Pathogenic  0.03 
5 
STK11  c.1062C>G; p.Phe354Leu  NM_000455.5  56  Heterozygous, benign  0.5 
ALK  c.3385G>A; p.Glu1129Lys  NM_004304.4  3  Pathogenic  ‐ 
EGFR  c.2340G>A; p.Met780Ile  NM_001346897.1  2.7  Uncertain  ‐ 
MET  c.3943G>A; p.Val1315Ile  NM_000245.2  2.4  Uncertain  ‐ 
TP53  c.328C>T; p.Arg110Cys  NM_000546.5  2  Benign  0.002 
6 
TP53  c.488A>G; Tyr163Cys  NM_000546.5  63.6  Pathogenic  ‐ 
SMO  c.1097C>T; p.Ser366Leu  NM_005631.4  4.6  Uncertain  ‐ 
JAK3  c.2141C>T; p.Thr714Met  NM_000215.3  4.5  Uncertain  0.004 
MYC  c.1240G>A; p.Ala414Thr  NM_002467.4  3  Uncertain  ‐ 
NRAS  c.436G>A; p.Ala146Thr  NM_002524.4  2.8  Pathogenic  ‐ 
Clinical  significance was  determined  according  to COSMIC  (Catalogue  of  Somatic Mutations  in 
Cancer) and cBioPortal databases. ACA: atypical angiofibroma, CAS: angiofibroma with sarcomatous 










It  is documented  that ACA/CAS often  show  either multifocal or diffuse p16 overexpression 
compared with either scattered or negative expression  in CA  [6],  indicating additional molecular 
pathways  crucial  in  ACA/CAS  pathogenesis.  The  p16  protein,  a  product  of  CDKN2A  (cyclin‐
dependent kinase inhibitor 2A, p16Ink4a and numerous other synonyms) gene is involved in cell cycle 
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identified in CAS cases but none in the CA or ACA cases, which might explain the higher mitotic 
activity and  larger  size of  the  former. As  the most  interesting  finding,  clinically  significant TP53 
mutations were found in two out of five cases with CAS morphology which is in agreement with the 
sarcomatous transformation. The positive p53 IHC reaction  in  these  two samples clearly supports 
deficient  p53  functionality.  Although  case  numbers  were  limited,  TP53  gene  mutations  were 
associated with larger tumor size and higher mitotic activity in our cohort, suggesting faster tumor 
growth rate in association with p53 dysfunction. The remaining four cases of ACA/CAS did not reveal 
any  clinically  relevant  pathogenic mutations  according  to  the COSMIC database. However,  low 
frequency  benign/undetermined  gene  variants  might  indicate  subclonal  changes  indicating  an 
enhanced genomic  instability  in ACA/CAS. We  also double‐checked  our COSMIC  results  in  the 
cBioPortal database to exclude the possibility of germline mutations. 
Despite the sequence analysis of 67 genes, we still have an incomplete picture of the mechanisms 




follow‐ups,  none  of  the  six ACA/CAS  cases  evaluated  here  had  tumor  recurrence  or metastasis 
implying that the atypical morphology, the sarcomatous transformation, and even TP53 mutations 
in cellular angiofibroma do not necessarily indicate aggressive clinical behavior. 
In  summary,  this  is  the  first  study performing mutation profiling of ACA/CAS by NGS.  In 
addition to sporadic and unclear gene variants, we were able to identify clinically relevant oncogenic 
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